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(54) Title: CONTRAST MEDIUM FOR MEDICAL DIAGNOSTICS 

f!^ (54) Bezeichnung: KONTRASTMIFTEL FUR MEDEZINISCHE DIAGNOSTIK 

(57) Abstract: The aim of the invention is to provide a novel contrast medium for medical diagnostics. To this end, the invention 
provides a contrast medium consisting of geometrically highly regular proteins which are filled with metal clusters. 



o 



(57) Zusammenfassung: Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein weiteres Kontrastmittel fiir die medizinische Diagnostik 
vorzuschlagen. Die Aufgabe wird gelost durch ein Kontrastmittel bestehend aus geometrisch hochgeordneten Proteinen, die mit 
Metallclustem besetzt sind. 
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Kontzrastmittel ftir medxzlnlsche Dxagnpstik 

Die Erf indung betrifft ein Kontrastmittel fiir medizinische Diag- 
nostik gemaB dem ersten Patehtanspruch und seine Verwendung ge- 
maB den Anspruchen 7 und 8 . 

Kontrastmittel werden in der Medizin zur Optimierung bildgeben- 
der diagnostischer Verfahren eingesetzt. 

In der Echokardiographie wird zwischen Rechtsherz- und Links- 
herz-Kontrastmitteln unterschiedeh . Rechtsherz-Kontrastmittel 
passieren aufgrund ihrer PartikelgroBe und Instabilitat die Lun- 
genkapillaren- nicht und sind somit lediglich zur Erkennung von 
sogenannten Shunts zwischen rechter und linker Herzhalfte und 
zur Verstarkung von Trikuspidal- und Pulmonalf luBgeschwindigkei- 
ten geeignet . ' Linksherz-Kontrastmittel sind klein und stabil ge- 
nug, iaiti nach intravenoser Gabe die Lungenkapillairen zu passie- 
ren. Bislang untersuchte Anwendungsbereiche sind die Verstarkung 
von Dopplersignalen (z. B. Pulmorialvenenf luB) , die Endokardkon- 
turabgrenzung;. 2. B. bei der Streliechokardiographie, und die Be- 
urteilung der Myokardperfusion. 

Die ersten Ultraschallkontrastmittel mit diesen Eigenschaf ten 
bestanden aus luf tgef iillten Mikrospharen mit mittleren Durchmes- 
sern von ca. 2 bis 5 lam^ die von Albumin oder Galactose- 
Palmitinsaurehiillen umgeben waren. Solche Kontrastmittel werden 
beispielsweise von Hayat Alkan-Onyuksel et al. Journal of 
Pharmaceutical Sciences Vol. 85^ No. 5 /1996) 486-490 
beschrieben- 

Die Herstellung der Mikrospharen erfolgt durch hochf requente Ul- 
traschallanregung von Humanalbumin oder durch die Losurig von Ga- 
lactose in Wasser. Diese Kontrastmittel haben ahnliche rheologi- 
sche Eigenschaf ten wie rote Blutkorperchen und wirken sich daher 
nicht auf die systemische oder koronare Hamodynamik aus. Die Si- 
gnalverstarkungsdauer der von Albuminhullen umgebenen Mikrospha- 
ren betragt jedoch nur wenige Sekunden, bedingt durch die druck- 



wo 02/11771 PCT/EPOl/08377 

~ 2 - 

abhangige Zerstorung der luf tgef ullten Mlkrospharen und der Los- 
lichkeit von Luft im Blut. Fur langer anhaltende Anfarbungen des 
linken Ventrikels sind Kontrastraittel mit groBerer Stabilitat 
notwendig. 

Eine gr5Jiere Stabilitat der Kontrastmittel wird erzielt, wenn 
.die Luft in den Mikrospharen durch ein inertes Gas ersetzt. wird 
(D. M. Skyba et al. Journal of the American College' of Cardio- 
logy^ Vol 28 No. 5 (1996) 1292-1300) • Inerte Case sind in Blut 
weitaus weniger loslich als. Luft. Hierdurch kann die Signalver- 
starkungsdauer auf bis zu 4 Minuten verlangert werden. 

Die Effektivitat der Kontrastverstarkung hangt von den physika- 
lischen Eigenschaf ten "der Mikroblaschen, dem erzeugten akusti- ' 
schen Feld und den Signalverarbeitungsverf ahren- ab . . Neuere Ver- 
fahren in der Echokardiographie (das sogenannte ,,Hannonic Ima- 
ging^'') nutzen die Kompressibilitat des Kontrastiuittels aus, urn 
die reflektierten harmonischen Oberschwingungen zu registrieren 
und somit eine Verstarkung der Kontrastwirkung. zu erzielen. Ein - 
^Harmonic Imaging^^ ist jedoch bei den ublicherweise verwendeten 
Ultraschallgeraten nicht moglich. 

Echosignalintensitateh im Ultraschallbild werden durch das aku- 
stische Ruckstreuverhalten der Struktur im Schallfeld bestimmt. 
So entstehen Streu- und Binnenechos an anatomischen Strukturen, 
die kleiner sind als die Wellenlange des einfallenden Ultra- 
schalls- Die Ruckstreuintensitat ist dabei proportional zur ' 
sechsten Potenz des Mikrospharen-Radius . 

Es ist bereits vorgeschlagen worden, die' beschriebenen Echokon- 
trastmittel mit Antikorpern zu koppeln^ um Thromben besser dar- 
zustellen (Lanza et al. Circulation Vol. 94, No. 12 (1996) 3334- 
3339) . Hierzu wurde ein eigens dazu entwickeltes Kontrastmittel 
(Perfluorcarbon-Phosphatidylethanolamin- Mikroemulsion) zunachst 
biotinyliert und uber eine Biotin-Avidin-Bindung unter Verwen- 
dung von anti-Fibrinogen-Antikorpern spezifisch an die Oberfla- 
che des Thrombus gebunden. 
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Die Kopplung von Antikorpern liber eine direkte kovalente Bindung 
an das Kontrastmittel wird von S. M. Demos et al;. Journal of the 
American College of Cardiology Vol. 33,. No. 3 (1999) 867-875 be-- 
schrieben. 

Von geringerem Nutzen sind die bekannten^. an Antikorper gekop- 
pelten Kontrastmittel vor allem wegen ihrer geringen Stabilitat 
und damit ihrer geringen Lebensdauer in vivo. Die Kontrastwir— 
kung ist deshalb nach einer Injektion des Kontrastmittels zeit- 
lich eng begrenzt. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde^ die beschriebe- 
nen Nachteile zu vermeiden und insbesondere ein Kontrastmittel 
fur medizinische Zwecke vorzuschlagen, das in vivo eine wesent- 
lich hohere Stabilitat aufweist. 

Die Aufgabe wird durch das im ersten Patentanspruch beschriebene' 
Kontrastmittel gelost. Die Anspriiche 7 und 8 geben die Verwen- 
dung des Kontrastmittels an. 

Erf indungsgemSii wird ein Kontrastmittel vorgeschlagen^ das aus 
geometrisch hochgeordneten Proteinen besteht und mit Metallclu- 
stern besetzt ist- (Inter geometrisch hochgeordneten Proteinen 
werden dabei Proteine verstanden, die im Prozeli der Selbstassem- 
blierung hochgeordnete zwei- oder dreidimensionale Strukturen 
ausbilden. Solche Proteine sind beispielsweise bakterielle Zell- 
hiillproteine, Kollagen^ Actirif ilamente oder Mikrotubuli,, wobei 
die letztgenannten bevorzugt werden. Diese Proteine sind mit Me- 
tallclustern besetzt. Die Metallcluster konnen aus einem korper- 
vertraglichen Metall,- insbesondere einem Edelmetall^ beispiels- 
weise aus Gold;- aber auch aus Silber, Palladiumi. Platin oder Ti- 
tan und deren Legierungen bestehen. Die GroJSe der Metallcluster 
soil im Bereich von 2 nm bis 100 nm liegen, wobei Clustergrofien- 
von 5 nm bis' 20 nm besonders bevorzugt werden. Die Clusterdichte 
wird vorzugsweise so hoch wie technisch erreichbar gewahlt. 



Derartige mit Metallclustern besetzte hochgeordneten Proteine 
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werden in einem vollig anderen technischen Zusammenhang in der 
WO 97/448837 und in der Verof f entlichung von R. Kirsch et al.: 
,,Three-diinensional metallization of microtubules^^ Thin Solid 
Films 305 (1997) 248-253 beschrieben. In der erstgenannten 
Druckschrift bilden die mit Metallclustern besetzten Proteine 
eine Zwischenstuf e bei der Herstellung von mikromechanischen und 
mikroelektromechanischen Bauteilen. In beiden Druckschrif ten 
wird die Herstellung der clusterbesetzten Proteine und deren 
Struktur eingehend beschrieben. 

Es hat sich gezeigt^ daii mit diesen hochgeordneten^ mit Me- 
tallclustern besetzten Proteinen ein wirksames Kontrastmittel 
fur die medizinische Diagnostik, insbesondere fur die Echokar- 
diographie und die Computertomographie, , geschaf f en wird. 

Das erf indungsgemaiie Kontrastmittel kann venos^ arteriell oder 
tiber einen Katheter appliziert werden. 

Gegenuber den bekannten Kontrastmitteln ergeben sich die folgeri- 
den Vorteile. 

In Vorversuchen wurde bereits eine erheblich grofiere Stabilitat 
dieser Kontrastmittel in einem Ultraschallf eld nachgewiesen, so 
dafi die mit der geringen Stabilitat bekannter Kontrastmittel 
verbundenen Nachteile vermieden werden konnen. Der Kontrastef- 
fekt beruht erf indungsgemaB nicht auf eingeschlossenen Gasbla- 
sen, sondern auf fest auf den Proteinen haftenden Metallclu- 
stern . 

Die clusterbesetzten hochgeordneten Proteine lassen sich zudem 
in an sich bekannter Weise mit Antikorpern koppeln. Dies kann 
entweder uber bispezif ische Antikorper oder liber eine direkte 
kovalente Bindung uber funktionelle Gruppen erfolgen. Als bispe- 
zifische Antikorper konnen solche Antikorper eingesetzt werden, 
welche auf einer Seite eine anti-Tubulin-Komponente besitzen und 
auf der anderen Seite gegen das zu untersuchende Epitop gerich- 
tet sind. Alternativ konnen sogenannte „Linker^^ eingesetzt wer- 
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den;, die mittels kovalenter Bindungen das clusterbesetzte Pro- 
tein und den Antikorper verbinden- Die erheblich hohere Stabili- 
tat der clusterbesetzten Proteine macht solche Kontrastmittel 
erst attraktiv. Als Antikorper kommen praktisch alle an sich be- 
kannten^ monoklonalen oder polyklonalen Antikorper in Betracht. 
Mogliche Epitope sind Fibrinogen oder Gp Ilb/IIIa z. B. fur 
Thromben-Untersuchungen, Kollagen, der Willebrand Faktor- 
Rezeptor, VCAM-1 oder ICAM-l z. B. fur Endothel-Untersuchungen; 
die jeweiligen Antikorper entsprechen den Epitopen: Anti- 
Fibrinogen-Antikorper, Anti~Gp Ilb/IIIa-Antikorper etc. 

Da die clusterbesetzten Proteine im Vergleich zu gasgefiillten 
Mikrospharen eine sehr geringe Kompressibilitat aufweisen, sind 
die aufwendigen Mafinahmen im Rahmen des ,,Harinonic Iiuaging^^ zur 
Erkennung der harmonischen Oberschwingungen des, Kontrastmittels 
nicht notwendig. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Ausf uhrungsbeispielen 
und Figuren naher erlautert . . • . 

Es zeigen 

Fig. 1 mit 10 nm grolien Gold-Clustern besetzte Mikrotubuli; 
Fig. 2 Palladium-Cluster auf einem Mikrotubulus; 
Fig. 3 f luoreszierende mit Gold-Clustern besetzte Mikrotubuli; 
Fig. 4 sonographische Beispiele ftir in-vitro-Untersuchungen zur 
Echogenitat clusterbesetzter Mikrotubuli. 

Beispiel 1 

Darstellung von Mikrotubuli mit Gold- und Palladium-Clustern 

a) Assemblierung und Fixierung von Mikrotubuli 

Die Assemblierung von Mikrotubuli aus einer Proteinlosung mit 
einer Endkonzentration von 1 mg/ml Tubulin erfolgte in einer 
Pufferlosung I von 20 mM Piperazindiethansulf onsaure (PIPES) 
mit pKa 6,8 und 8 0 mM NaCl, 0,5 mM MgCla sowie 1 mM Ethy- 
lenglykol-bis- (2-Aminoethyl) -Tetraessigsaure (EGTA) durch Zu- 
gabe von 10 mM Guanosintriphosphat (GTP) und 10 ]M Taxol bei 
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einer Temperatur von 37 "^C in 20 Minuten. Die Mikrotubuli war- 
den zunachst in 0,05 %^ dann nach 1 h in 1 % Glutaraldehyd 
unter starkem Ruhren fixiert. Die Reduktion der freien Aide- 
hydgruppen erfolgte mit einer waBrigen NaBH4~Losung (50 mg 
NaBH4 in 1 ml Wasser) . Nach ca. 30 min wurde die Reaktionslo- . 
sung gegen 2000 ml Wasser/Puf f er I im Verhaltnis von 10:1 
uber Nacht dialysiert. 

b) Herstellung von mit Gold-Clustern besetzten Mikrotubuli 

10 0 ml einer kolloidalen Goldsuspension (Polyscience: Au-Par-^ 
tikeldurchmesser 10 nm, Au-Konzentration 44 pg/ml) wurden in 
der Zentrifuge auf ca. 10 ml auf konzentriert , mit 20 ml der 
nach Beispiel la assemfclierten und fixierten Mikrotubuli ver- 
s'etzt und innerhalb von 30 min bei Raumtemperatur auf den Mi- 
krotubuli immobilisiert . Das Reaktionsgemisch wurde im Dia- 
lyseschlauch gegen Polyethylenglykol (20000)" auf ca. 4 ml 
auf konzentriert . Nach dem Auf konzentrieren betrug die. Gold-. 
konzentration ca- 1,1 mg/ml und die Proteinkonzentration ca. 
5 mg/ml. Die mittlere ClustergroBe ergab sich zu 10 nm. 

In Fig. 1 ist eine Rasterelektronenmikroskop-Auf nahme mit 
140000~'facher VergroBerung dieser auf konzentrierten Losung 
dargestellt. Die Mikrotubuli sind als vernetzte, vor dem^ hel- 
leren Hintergrund dunkel erscheinende Faden und die Goldclu-.. 
ster als schwarze Punkte abgebildet. 

c) Darstellung von mit Palladium-Clustern besetzten Mikrotubuli 
20 ml der nach Beispiel la assemblierten und fixierten Mikro- 
tubuli mit einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml wurden mit 
80 ml einer walirigen Na2PdCl4-Losung (0,0125 .M) versetzt und 
bei 90 °C in 1 h mit 8 ml einer waBrigen Losung des Trinatri- 
umsalzes der Zitronensaure (0,25 M) reduziert. Die Probe 
wurde im Dialyseschlauch auf ca. 4 ml gegen Polyethylen 
(20000) auf konzentriert . Nach dem Auf konzentrieren betrug die 
Pd-Konzentration ca. 26.6 mg/ml und die Protein-Konzent ration 
ca. 5 mg/ml. Die ClustergroBe lag bei ca. 2 nm. 



wo 02/11771 PCT/EPOl/08377 

~ 7 - 

In Fig. 2 ist eine Rasterelektronenmikroskop-Auf nahme mit 20000- 
facher VergroBerung dieser auf konzentrierten Losung dargestellt . 

Beispiel 2 

Kopplung von Antikorpern 

Die Kopplung von Antikorpern an die mit Metallclustern besetzten 
Mikrotubuli wurde durch die Kopplung eines Primarantikorpers 
(Anti-p-Tubuiin) an die Proteinstruktur und anschlieBende Kopp- 
lung eines f luoreszenz (Cy3) -markierten Sekundarantikorpers de- 
mons triert. 

Dazu wurden zunachst die verwendeten ObjekttrSger 10 min mit ei- 
ner wafirigen Polydiallyldimethylammoniumchlorid (PDDA) -Losung (1 
%) behandeiti- 5 min unter lauferidem Wasser von tiberschussigem 
PDDA befreit und darin getrocknet. 15_]il der nach Beispiel la und 
lb hergestellten Proben wurden 30 min auf dem beschichteten Ob- 
jekttrager inkubiert und mehrmals mit je 75 pi Waschlosung I 
(Phosphatpuffer: pH 7,2, 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,15 g Na2HP04*2, 
H2O, 0,2 g KH2PO4, 1 % Bovinserumalbumin (BSA) ) gewaschen. Danach 
wurde die Probe mit je 75 ]il Primarantikorper (Anti-p-Tubulin (50 
pg/ml) , monoclonal antibody, antimouse IgG der Firma Bohringer • 
Mannheim, 1:50 verdiirint mit Waschlosung I) 1 h in einer feuchten 
Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Nach wiederholtem Waschen 
mit Waschlosung I wurde die Probe mit einem Cy3 markierten Se- 
kundarantikorper (Antimous IgG (1 mg/ml in 0, 01 'M .Phosphatpuf- 
fer, 1 % BSA, 15. mM NaNs) der Fa. Sigma, 1 : 300 verdiinnt mit 
Waschlosung I, Absorption (Cy3) : 552 nm. Emission (Cy3) : 565 nm) 
fiir 1 h in der Dunkelheit in einer feuchten Kammer bei Raumtem- 
peratur inkubiert. Nach wiederholtem Waschen mit Waschlosung I 
wurde dann 1 Tropfen Citifluor in Glycerol und PBS-Losung auf 
den Objekttrager gegeben. Zur ' Kontrolle wurde auJierdem eine 
Probe ohne Zugabe von Primarantikorper hergestellt. Die Fluores- 
zenz-Untersuchungen der Probe erfolgten im Mikroskop 
(Fluoreszenz-Anregung: X = 540 - 560 nm) . 
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Die UntersUchiing der Negativkontrolle (ohne Primarantikorper ) 
zeigte keine Fluoreszenz. Bei alien anderen Eroben (reine Mikro- 
tubuli und Mikrotubuli mit Au~Clustern) f luoreszierten die mar- 
kierten Mikrotubuli. Somit ist die Kopplung von Antikorpern an 
die mit Metallclustern beset zten. Mikrotubuli moglich. 

Fig. 3 zeigt die f luoreszierenden^ mit Au-Clustern . beladenen Mi- 
krotubuli. 

Beispiel 3 

Ultraschallversuche mit clusterbesetzten Mikrotubuli 

Zur Durchfilhrung von Ultraschallversuchen mit metallclusterbe— 
setzten Mikrotubuli wurden in Testreihen Latex-Ballons mit ver- 
schiedenen Mikrotubuli-Suspensionen gefullt und in einem Wasser- 
bad durch eine 2,5 MHz Echokardiographiesonde im B-mode unter- 
sucht. Zum Vergleich wurde ein Kdntrollballon mit reiner Puffer- 
losung (Puffer^ 20 mM Piperazindiethansulf onsaure (PIPES) , pKa 
6,8/ 80 mM NaCl, 0,5 mM MgCla. 1 mM Ethylenglykol-bis- (2-Aminoe- 
thyl) -Tetraessigsaure (EGTA) , 4 ml) sonographisch auf gezeichnet . 

In einen mit 10 ml Puffer gefullten Latexballon wurde eine Probe 
assemblierter und fixierter Mikrotubuli (Protein-Konzentration 
ca. 3 mg/ml) injiziert. Weiterhin wurde je ein Latexballon mit 1 
mi Pufferlosung und 3 ml der nach Beispiel la und lb hergestell- 
ten Proben gefiillt,. 

Wahrend die reine Mikrotubuliprobe keinen eindeutigen und repro- 
duzierbaren Kontratrastef f ekt im Ultraschall verursachte, zeigte 
sich bei den mit Goldclustern beladenen Mikrotubuli ein deutli- 
cher Kontrastef f ekt-. 

In Fig. 4 ist der Unterschied in der Echogenitat zwischen rei- 
nen, metallfreien Mikrotubuli und goldbeladenen Mikrotubuli dar- 
gestellt. Es sind jewels die Ultraschallbilder von Latexballons 
(4 ml Inhalt) in einem Wasserbad abgebildet. Links: Kontrolle 
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.mit Puffer - keine Kontrastwirkung; rechts: mit Goldclustern be- 
ladene Mikrotubuli - Kontrastwirkung. 

Die Suspension mit den goldbeladenen Mikrotubuli wurde mit Puf- 
fer verdunnt. Die verdunnten Suspensionen wurden nach der Ultra- 
schalluntersuchung videodensitometrisch ausgewertet (Tabelle 1) . 
Dabei zeigte sich erwartungsgemaU bei zunehmender Verdunnung 
eine Abnahme der Kontrastintensitat . 

Tabelle 1: 

Videodensitometrische Untersuchung der sonographischen Aufnahmen 
von Verdunnungen der goldbeladenen Mikrotubulin-Suspension. Auf- 
gefuhrt sind die Grauwerte der unverdunnten (4 ml) sow^ie der mit. 
5, 10 und 2 0 ml verdunnten Mikrotubuli-Suspensionen. Zum Ver- 
gleich sind die entsprechenden Oaten einer Kontrolluntersuchung • 
mit NaCl- und einer Levovist(g>-Losung aufgefiihrt^ sowie die un- 
verdunnte goldbeladene Mikrotubuli-Suspension im .„Harmonic Ima- 
ging^' Modus. (Levovist ist Linksherzkontrastmittel bestehend aus 
luf tgef ullten Mikrospharen mit einer Hulle von.Galak- 
tose/Palmitinsaure und einem Durchmesser von ca. 2 jam. Die Vis- 
kositat wird mit 1,5 - 4 ■ cP (25°C) und die Osmolalitat mit ca. 
950 (37°C) angegeben.) 
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Tabelle 1: 
Siibs-banz 

Au-MT (unverdunnt ) 

Au-MT (mit 5 ml Puffer ver- 

diinnt ) 

Au-MT (luit 10 ml Puffer ver- 
dunnt ) 

Au-MT (mit 20 ml Puffer ver- 

diinnt) 

LevovistCD 

NaCl 



Graxiwertxntensitat 
(Mittelwert) ±SD 

141 ± 35 
133 ± 49 

84 ± 64 

42 ± 55 

180 ±35 (mit Harmonic Imaging) 
0,1 ± 0,7 ' • . . 



MT: Mikrotubuli 

SD : Standard- Abweichung 
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1. Kontrastmittel ftir medizinische Diagnostik bestehend aus geo- 
. metrisch hochgeordneten Proteinen, die luit Metallclustern be- 

setzt sind: 

2. Kontrastmittel nach Anspruch 1, bei derti als Proteine Mikrotu- 
buli eingesetzt werden. 

3. Kontrastmittel nach Anspruch 1 oder 2\ bei dem als Metall ftir 
die Cluster ein Edelmetall^ Chrom^ Nickel oder Titan einge*— 
setzt wird. 

4. Kontrastmittel nach Anspruch 3mit Metallclustern aus Gold. 

5. Kontrastmittel nach einem der Anspruche 1 bis 4 bei dem die . 
Metallcluster eine GroBe von 2 bis 100 nm • aufweisen. 

6.. Kontrastmittel nach einem. der Anspruche 1 bis 5;. bei dem die 
Proteine an Antikorper angekoppelt sind, die sich an Struktu- 
ren eines *zu untersuchenden Epitops ankoppeln. 

7- Verwendung des Kontrastmittels gemafi einem der Anspruche 1 
bis 5 fur die Echokardiographie. 

8- Verwendung des Kontrastmittels gemaii einem der Anspruche 1 
bis 5 fur die Coitiputertomographie , 
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Fig. 3 
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Fig. 4 
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